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大腸菌 グル タ ミニ ルtRNA合成酵素





論文の基礎 となる論文2)、所属する研究室 において洗練 された系が確立 している
「大腸菌のtRNAGlnとグルタミニルtRNA合成酵素(以 下G㎞RS)の相互認識」 をモデ
ルケース として研究 した。伝統的に行われて きた分子遺伝学的なアプローチに新 し
い分子生物学的手法 を取 り入れることによって、酵素 とRNAのダイナ ミックな相互
認識 を示唆する、新奇な81η5変異体 を得た。さらにその株 に対 して、Yale大学の
DieterS611教授 の協力 を得て生化学的な解析を加え、アミノアシレーシ ョンにおける
GlnRSの機i能構造 について、興味深い結果を得 ることが出来た。
変異体 の分離 に際 しては、GlnRSの温度感受性株か ら偽復帰株 を取 るとい う方法
を用いた.そ れ らをグルタミンtRNAの変異株であるsu+2を持つλphageとクロス ・ス
トリークする と、su+2に対するチャージングに変化の見 られるクローンが観察 され
た。増殖速度や野生型lacZの発現 を調べると、変異株#1の持つGlnRSは、野生型の
tRNAGInに対 してはもとの温度感受性株 と同様のチャージング活性が観察 されたが、
su+2に対 しては温度感受性株の約3分の1の効率でしかチャージ出来ないことが分
かった(30℃での結果)。tRNAGInとsu+2では、アンチコ ドンがCUGからCUAに変化




ニ ングし、塩基配列 より変異の位置を同定 した(主論文の基礎 となる論文1)。変異の
位置は意外 に もアンチコ ドン認識部位ではなく、それ とは遠 く離iれたアクセプ
ター ・ステム結合部位(C171G)であった。このことは、生体内でのアミノアシレー
シ ョンにおいて、GlnRSがダイナミックな構造変化を行っていることを示唆 してい
る。さらに、 もとの温度感受 性株の持つE222K変異 と、C171G変異によるGlnRSの性
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質の変化 を詳 しく調べるために変異GlnRSをプラス ミドより大量発現 させ検討 した。




て酵素の性質が大 きな影響を受け、tRNAに対する認識 を変化 させることが明らかに
された。 この論文ではこの二つの変異が野生型のG㎞RSに対 してどのような構造変化
をもた らすかを考察 し、その変化がtRNAの認識 にどのように影響するかについて、
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菌 においては、二十種類のア ミノ酸それぞれについて一つ(リ ジンの場合は二つ(4,
7)〉の対応するアミノアシルtRNA合成酵素が存在 してお り、一つの酵素がcognateな
数種類のtRNAを認識 し、ATP加水分解のエネルギーと供役 してアミノ酸 をチャージ
する。この ように、アミノアシルtRNA合成酵素はアミノ酸、恨NA、ATPの三つの基
質 を持つ。
正確 なタンパク質合成 は、アミノアシルtRNA合成酵素が正 しいアミノ酸を活性化
し、正 しい(cognateな)tRNAを認識することで成 り立っている。正確なアミノ酸認
識の機構 についてはこれまであま り研究がなされてお らず、そのため現在 この酵素
で最 も競争の盛んな研究分野になっている。その中でも皿eRSなどのように、間違っ
たアミノ酸 を活性化 した後 にそれを解離する、いわゆるprooffeading(あるいは
editing)活性が観察されているもの もあ り(9,24,25)、興味深い。また酵素のア ミノ
酸特異性 を変化 させ る研究 も盛んに行われてお り(1,26)、近い将来にアミノ酸特異
性を完全 に転換 させた酵素の作成 も実現すると考 えられる。
アミノアシルtRNA合成酵素が正 しくcognateなtRNAを認識する機構 については、
tRNAと酵素の両面か ら研究されている。初期 にはtRNAの変異体分離が行われ、多 く
の成果が得 られた。変異の位置の解析 により、酵素に認識 ・識別される 「アイデン
テ ィティ」 と呼ばれる重要な塩基が次々に明らかにされていき(13,34)、その多 くは












の染色体上 に一つ しかな く、大 きな変異の導入が宿主菌の致死 につながって しまう
とい う事情 によるものである。そのため、アミノアシルtRNA合成酵素の分子解剖に




で働 く比較的小 さな酵素であ り、現在 までに最 もよく研究 されているアミノアシル
tRNA合成酵素の一つである。遺伝学的な面か らは筆者の研究室をは じめ伝統的に数




GlnRSはアミノアシルアデニ レー ト形成 にtRNAを必要 とすることが知 られている
(10,27)。しか も、ジヌクレオチ ド結合部位か らは30-40A離れた位置 にあるにも関
わらず、この反応 にはアンチコ ドンの認識が必要 とされる(30,38,40,45)。このこと
は活 性部位 から離れたアイデンティティ要素が、グルタミンの活性化反応 とアミノ
ー6.
ア シ レー シ ョ ン反 応 に、GlnRSとtRNAの全 体 的 な構 造 変 化 を通 じて 影 響 を与 え る、
とい う こ とを示 して い る。30A離 れ た位 置 の相 互 認 識 が 、触 媒 反応 に影 響 を与 え る
メ カ ニ ズ ム は どの よ う な もの か 、現 在 の とこ ろ解 明 され てい る とはい え ない が 、 い
くつ か の ヒ ン トとな る事 実 は報 告 され て い る。
GlnRSを用 い たtRNA認識 の研 究 で重 要 な もの に、tRNA呼「cuA(su+3)のミス チ ャー
ジ ン グ の 問題 と、tRNAGInuCA(su+20p)を用 い た実 験 が あ る。前 者 は ア クセ プ ター ・
ス テ ム結 合 部位 に つ い て の研 究 で あ り、 後 者 は ア ンチ コ ドン認 識 ドメ イ ン につ い て
の研 究 で あ っ たが 、 一 つ の 変 異GlnRSを仲 立 ち と して 、両 者 の機 能構 造 の複 雑 な連 関
が 明 らか に な る こ と とな っ た。
野 生 型GlnRSはsu+3を見 分 け 、 グル タ ミン をチ ャー ジす る こ とは な い が 、tRNAの
デ ィス ク リ ミネ ー タ に変 異 が あ る場 合(5,11,16,19,48,49)か、GlnRSのデ ィス ク リ
ミ ネ ー タ認 識 部位 に変 異 が あ る場 合(21)に限 り、tRNAty「由来 で あ るsu+3に対 して グ
ル タ ミン を チ ャー ジす る。tRNAのデ ィス ク リ ミネー タがtRNAGln型に変 わ っ た変 異
tRNAでは、 本 来 のTyrRSからは認 識 され な くな り、 ほぼ完 全 に グル タ ミン をチ ャ ー
ジす る よ う に な る こ とか ら、 ミス チ ャー ジ ン グの現 象 には ア クセ プ ター ・ス テ ム上
部 の認 識 が 関 与 して い る こ とが 予 測 され た。 またGlnRSの変 異株 でsu+3をチ ャ ー ジす
る もの を解 析 す る と、D235Nとい う もの が 含 まれ て い た 、 この 残 基 は立 体構 造(42)
か ら、 ア ク セ プ ター ス テ ム の 二 ・三 番 目の塩 基 対(G2・C71/G3・C70)を認 識 して い る
と考 え られ て い る。
さて そ の一 方 で 、野 生 型GlnRSによ りチ ャー ジ され ないtRNAGInUcAA3・U70に対 し
て 、 グ ル タ ミ ンをチ ャー ジ ン グす る こ との 出来 る変 異GlnRSが分 離 され た。 この変 異
tRNAはも と も と、tRNAGInucAが主 に トリ プ トフ ァ ンをチ ャー ジ し、 グル タ ミ ンは ほ
とん どチ ャー ジ しな い(22)ことか ら、負 の ア イデ ンテ ィテ ィ因子 をア ク セ プ ター ・
ス テ ム に入 れ る こ と に よ り、 完全 にGlnRSからは チ ャー ジ され ないtRNAとして作 ら
れ た もの で あ る(39)。した が って このtRNAGInucAA3・U70がGlnRSに認 識 され ない 主
要 な原 因 は、 ア ンチ コ ドンを三 文 字 と も変 え た こ とにあ る と考 え られ る・
このtRNAG1・ucAA3・U70に対 しグル タ ミ ンをチ ャー ジす る こ とが 出来 る よ う に
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なった変異GlnRsを分離 し解析 したところ、K317R、Q318R、Q318Kといった変異に
混 じって、驚 くべ きことに、D235Nとい うアクセプター ・ステムに結合する残基
の、su+3への ミスチ ャージング活性 を持つ変異 と同 じものが含 まれていることが分
かった(41)。さらに立体構造か ら解析 を進めると、残 りのK317およびQ318の二つの
残基は、D235の隣にあるQ234とGlnRs中で結合 していることが分か り、その二つの
変異 も結果的 に、Q234を介 してD235の位置に影響 を与 えていたことが明らかになっ
た(41)。









のアイデンテ ィティ因子 をさらに探索するために、大腸菌の系 を用いて変異体分離
を行 うこととした。特 にアンチコ ドンはtRNA側のアイデンティティ因子が集中して






なかった。そのため筆者 は、変異アンチコ ドンを識別 してチャージ しな くなるよう
な変異株 を、積極的なスクリーニング法ではな く・様 々なGlnRS変異のプールの中か
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ら、 ク ロ ス ス トリー クで 選 択 す る、 とい う方 法 を採 る こ とに した 。 これ は積 極 的 な
ス ク リー ニ ン グ法 は これ まで様 々 な角 度 か ら試 され て きて 、 今 後新 しい 変 異体 を見
つ け る期 待 が あ ま り持 て な か っ た た め で もあ る。
最 終 的 に は、BT5291ηびsより出 来 るだ け沢 山 の偽 復 帰 株(g1ηゴSに分 子 外 サ プ レ ッ
サ ーが 得 られ る とは考 え に く く、偽 復 帰 株 の ほ とん ど全 て はg1η5の二 重 変 異 株 で あ
る と考 え られ る)を 集 め 、su+2をク ロス ス トリー クす る こ と に よ り、 ア ンチ コ ドン
三 文 字 目がtRNAGIn2のGからAに 変 わ っ た、 その 違 い に よ りsu+2に対 す る認 識 が 変化
した株 を探 す こ と、 を 目標 と した。
4.変異 株 の 多 角 的 な解析 につ い て
BT5281η3tsの持 つGlnRSは、E222Kとい う変 異 を持 つ こ とが 知 られ て い た(29)。こ
の位 置 をtRNAとGlnRSの複 合 体 の結 晶解 析 の結 果(42)より調 べ る と、 ア ク セ プ
ター ・ス テ ム の最 上 段 、 デ ィス ク リ ミネ ー タのす ぐ近 くに位 置 す る こ とが 分 か っ
た 。 先 に触 れ た よ うに、 デ ィス ク リ ミネ ー タの 認 識 は他 のtRNA、特 にsu+3の識 別 に
大 きな役 割 を果 たす こ とが知 られ て い る。 したが っ てE222K変異 が 温 度 感 受 性 以 外
に、su+3への ミス チ ャー ジ を行 うの で は な い か とい う期 待 が 当初 よ りあ り、GlnRS
(E222K)の大 量 発 現 の機 会 に ミス チ ャー ジ ン グの試 験 も行 っ た。
ま た 、新 た に偽 復 帰 株 で 導 入 され た変 異(Cl71G)は、GlnRS(E222K)株の温 度 感
受 性 を打 ち消 す 変 異 で あ る こ とか ら、 こ ち らの株 の ミス チ ャー ジ ング活 性 に も興 味
が 持 た れ 、 並 行 して 実験 を行 っ た。 そ の 結 果E222Kはミス チ ャー ジ ング活 性 を持 っ
て い る が 、C171Gの導 入 に よ りそ れ は失 わ れ る、 とい う こ とが 分 か っ た。
さ ら にE222K、Cl71Gの二 つ の 変 異 の 導 入 が 、GlnRSの性 質 に どの よ うに影 響 を与
え る の か を調 べ る た め に、Yale大学 のDieterS611研究 室 を訪 問 し、 二 つ の 変異 酵 素 の
精 製 を行 っ た 。 そ の 結 果 、E222KとE222K&C171G株の 化 学 反応 論 的 な性 質 の違 い が
明 らか に な っ た 。 す な わ ち 、E222Kの温 度 感 受 性 の 原 因 には 、 酵 素 そ の もの の不 安
定1生に加 え 、 グ ル タ ミ ン に対 す る親和 性 が極 め て低 い こ とが 挙 げ られ ・C171Gはそ
れ らの 性 質 を大 き く改 善 す る力 が あ る、 とい う こ とが 分 か っ た。
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またE222K株自体 、 高 温 で 不 安 定 で あ るが 、 そ れ はfηvfvoでの結 果 ほ どは鮮 明 で は
な か っ た。 これ はfηvfvoにお い て は グ ル タ ミンの濃 度 が150μMと低 い(17)ため 、 グ
ル タ ミ ンに対 す るKmが 高 いE222K酵素 が 、 よ り大 きな温 度 変 化 の 影 響 を受 け る た め
で あ ろ う。
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材料 と方法
1.変異 株 の分 離 と変 異 の 同定 にあ た っ て
a)大腸 菌 株 お よび フ ァー ジ ク ロー ン
温 度 感 受 性 復 帰 株 の分 離 に用 い た親株 は、BT5281ηヂ で あ る。 この株 はGlnRSの遺
伝 子 にE222Kとい う変 異 を持 つ こ とが知 られ て い た(29)。さ らに こ の株 の特 徴 と し
て 、1acZ、m1000のマ ー カ ー を持 つ こ とが挙 げ られ る。 す な わ ち、復 帰 株 の分 離 後 、
tRNAGIn2由来 の サ プ レ ッサ ーで あ るsu+2によ り相 補 実験 を行 う必 要 が あ るが 、 そ の 際
に グ ル タ ミ ン要 求 性 の コ ドン を持 つ1acZ、m1000遺伝 子 を使 う こ とで 、他 の ア ミ ノ酸 が
挿 入 され る よ う なバ ック グ ラ ウ ン ドを低 く抑 え る こ とが 出 来 る。
相 補 性 試 験 に は、 二 つ の フ ァー ジ ク ロ ー ンが 用 い られ た。 一 つ はλcI857psu+2であ
る。 この株 は、 ク ロス ス トリー ク に よる相 補 性 試験 と、 サ プ レ ッシ ョ ン効 率 の 定 量
化 に用 い るLacZ活性 の試 験 に使 わ れ た。 サ プ レ ッシ ョン効 率 の 定量 化 につ い て は後
述 す る 。
相 補 性 試 験 に使 わ れ た もう一 つ の フ ァー ジ ク ロー ンは 、φ80psu+3AIG82であ る。
この フ ァー ジ に はtRNAty「由 来 で あ るsu+3の変 異 体 が ク ロ ー ン化 され て い る 。 この 変
異 体 は デ ィス ク リ ミネ ー タの塩 基 対 がGlnRSに認 識 され やす い よ う人工 的 に置 き換 え
られ て い る もの で 、 本 来 のTyrRSによ って は認 識 されず 、GlnRSによっ て の み チ ャー
ジ ン グ され る(19)。温 度感 受 性 復 帰 株 は グル タ ミン要 求性 の1acZ。m1000をもつ た め 、
φ80psu+3AIG82をク ロス ス トリー クす る こ とで これ らの株 は相 補 され る はず で あ
る 。 こ の実 験 は、su+2によ る1acZ、mlOOOのサ プ レス 活性 が低 い株 が 、1acZ遺伝 子 の 欠
損 に よ る もの で は ない とい う こ と を確 認 す る た め に行 われ た。
三 つ の 変 異GlnRS、E222K、C171GおよびE222K&C171G二重 変異 につ い て ミス
チ ャー ジ ン グ活 性 を測 定 す る に あ た っ て は、 大 腸 菌株BT32が使 われ た。 この 株 は
1acZ、mlOooと同時 にsu+3を持 つ が 、前 述 の よ う にsu+3によ って この マ ー カ ー は サ プ レ
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ス され な い 。 染 色 体 か ら発 現 され る野 生 型 のGlnRSはsu+3にグル タ ミン をチ ャー ジす
る こ とが で きな い の で 、 この株 がLacz活性 を示 す た め に は、 プ ラス ミ ドよ り発 現 さ
れ た変 異GlnRSがsu+3を認 識 し、 グ ル タ ミ ンをチ ャー ジす る こ とが必 要 で あ る。 こ の
株 のLacz活性 を指 標 と して 、変 異GlnRSのミス チ ャー ジ ング活 性 を検 定 した。
site-directedmutagenesisによ り変異GlnRSのプ ラス ミ ドを構築 す る際 、GlnRSの温 度
感 受性 を指 標 と したが 、 そ の 際 に親株 のBT5291ηgs(E222K)よりも感 受 性 の強 い
81ηゴs株と して、UT172を使 用 した 。BT5281ηゴs株は37℃に て十 分 生 育 可 能 で 、42℃
にお い て は っ き りと した温 度 感 受性 を示 す の に対 し、UT172は37℃で 既 に増 殖 の 阻
害 が 確 認 され る(15)。
プ ラ ス ミ ドの増 幅 や 抽 出 に は、 一 般 的 に用 い られ てい るDH5αを使 用 した。 また
フ ァー ジ の 増 殖 には指 示 菌 と してLE392を使 用 した。 なお 、 これ らの大 腸 菌 株 ・
フ ァー ジ株 に つ い て は、 図1に 文 献 と と もに ま とめ て あ る。
b)培地 等 の 条件
変 異株 の増 殖 に は グ ル コース を含 ま ないLB培 地 を用 い た 。LacZ活性 の 定量 化 も同
じLB培地 中 で行 い 、 ク ロス ス トリー ク試験 に はPTGとX-galをあ らか じめ含 ん だLB
培 地 を使 用 した 。 プ ラ ス ミ ドを抽 出す る際 は、 液 体 培 地 と して2xYTを 用 い た。 プ ラ
ス ミ ドの トラ ンス フ ォー メ ー シ ョン後 に行 われ る プ レー テ ィ ング に は通 常 の(グ ル
コ ース を含 ま な い)LB培 地 に、5卯9/mlのア ン ピシ リ ン を含 ん だ プ レー トを使 用 し
た 。
以 上 の培 地 と タ ン パ ク質 精 製 の た め の緩 衝 液 につ い て、 その 組 成 を 図2の表 に ま と
め て あ る。 これ以 外 の 一 般 的 な方 法 につ い て は、Sambrookらの方 法 に従 っ た(44)。
c)変異 株 の 分 離
図3に ま とめ た とお り、LB液 体 培 地 中 で 、30℃にて終 夜 培 養 したBT5281ηゴs株を・
LB寒天 培 地 に0.1mlずつ(3x108cells)プレー テ ィ ング し、42℃に て一 晩 保 温 した。 こ
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1.BT5291nぷs株を プ レー テ ィ ン グ し、42度で生 育 で きる株 を と る。
2.singlecolonyisolation
3.カ ル チ ャー に し、 λcI857su+2およびφ80su+3AlG82にク ロス ・ス トリー ク。
4.1acZamの サ プ レ ッシ ョン ・パ ター ン を比 較 し、特 徴 的 な株 を選 び 出す 。
5.そ れ ぞ れ の 株 に、 λcI857su+2あるい はλgt11(1acZりを溶原 化 す る。
6.変 異 株 と、 そ れ ぞ れ の フ ァー ジ溶 原 菌 につ い て 、LacZ活性 を測 定 。
7.サ プ レ ッサ ー特 異 的 に チ ャー ジ ング効 率 の変 化 した株 を選 び 、g㎞5遺伝 子 の
塩 基 配 列 を決 定 す る。
図3変 異株分離 のスキーム
復 帰 株 を と るの に用 い たBT5281η5ts株は1acZ・mのマ ー カー を持 って い る ため 、
1acZトやsu+2を外 部 か ら導 入 し、LacZUnitを測 定 す る こ とが で きる。 この方 法 に
よ りサ プ レ ッサ ー特 異 的 に チ ャー ジ ング効 率 の 変 化 した株 を3株見 つ け、 そ の う
ち 最 も安 定 な一株 につ い て8血5遺伝 子 の塩 基 配 列 を解 析 した。
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した30の系 で 行 っ た 。 一 晩 の培 養 の 後 、30枚の プ レー トは1個 か ら約200個まで の 、
様 々 な 数 の コ ロ ニ ー を形 成 した。 そ れ らの株 は、増 殖 の 良 い大 きな コ ロニ ー か ら非
常 に増 殖 速 度 の遅 い小 さ な コ ロニ ー まで 、 さ ま ざ まな コ ロニ ーサ イ ズ を示 して い
た。
そ れ らの 温 度 感 受 性 復 帰 株 よ り、 増 殖 速 度 が も とのBT5281ηヂ 株 と変 わ ら ない も
の を コ ロニ ーサ イ ズ を指 標 と して、 各 プ レー トか ら一 つず つ 、合 計30株選 ん だ 。 こ
れ は 、GlnRSのtruerevemnt(すなわ ち この場 合 、E222E株)を避 け る ため で あ っ た。
なぜ な ら この 実 験 の 目的 は 、偽 復 帰 株(Pseudoreve丘ant)を多 数分 離 す る こ とで 、
摂η3内の様 々 な箇 所 に変 異 の落 ち た大 腸 菌 を出 来 るだ け多 く分 離 す る こ とだ か らで
あ る 。 そ の 意 味 で 、 温 度感 受 性復 帰株 が様 々 な コ ロニ ー サ イズ を示 す とい う こ とは
好 ま しい こ とで あ った 。 こ の こ とは このE222Kとい う温度 感 受性 変異 が 、 多 くの 偽
復 帰 株 を産 生 しや す い 変 異 で あ っ た こ とを物 語 って い る。実 際 に この温 度 感 受性 変
異 株 は 、 後 述 の よ う に37℃で も増 殖 可 能 で あ り、 あ ま りsensitive過ぎ ない株 で あ っ
た 。
そ の よ う に して得 られ た温 度感 受性 復 帰 株30株を、30℃のLB液体 培 地 中 で 振 盟
し、 終 夜 培 養 液 を作 った 。PTGとX-galを含 ん だLB寒 天培 地 に、前 項 で触 れ た 二種 の
フ ァー ジ、 λcI857psu+2とφ80hps『3AIG82(それ ぞ れ2x109pfuを確 認 して い る)を
50μ1ずつ 線 状 にの せ て乾 か した。 この プ レー トに対 し、先 の 終夜 培 養 液 を、1ル ー プ
(およそ20Fl)ずつ ク ロス ス トリー ク して い った 。 λcI857psu+2は低 温 にお い て よ り溶
原 化 しや す く、鮮 明 なサ プ レ ッシ ョン ・パ タ ー ンを期 待 で きる た め 、 プ レー トの保
温 は30℃で行 っ た 。
d)変異 の位 置 の 同定
興 味 深 い性 質 を示 した1株 につ い て 、 図4に示 した81η3プラ イマ ー を用 い てPCRを
行 っ た 。 酵 素 に は東 洋 紡 のTaqpolymeraseを使 用 し、 ク ロー ニ ング に は プ ロ メ ガ社 の
TAcloningsystemを用 い た 。得 られ た プ ラ ス ミ ドの う ち一 つ の・81η5遺伝 子 を全 長 に
渡 っ て シ ー ケ ンス した。 酵 素 にはUSBのSequenasever.2.0を、 ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ
16.
1ttttaaaaaactaacaqttgtcaqcctqtcccqcttataaqatcatacgccqttatacgt

























































本 研 究 に使 用 した プ ラ イ マ ー の 配 列 を 示 した 。 プ ライ マ ー に は 、1)g1π5の
PCRに使 わ れ た も の 、2)g1π5遺伝 子 の シー ケ ン ス に使 わ れ た も の 、3)overlap
extentionmutagenesisに使 用 した も の、 の3種 類 が あ る。 な お 、1)のプ ライ マ ー
は、overlapextentionにも使 用 した 。
プ ライ マー は バ イ オ ロ ジカ お よび クル アケ ム 株 式 会 社 に発 注 した 。
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ル電 気 泳動 に は ロ ン グ レン ジ ャー を使 用 した。 デ ー タベ ース にあ る81η5遺伝 子 配 列
と比 較 して 、 この ク ロー ンに は合計 五 つ の 変 異 が見 つ か った が 、 そ れ らの うち い く
つ か はPCR時の複 製 エ ラー に よ る もの で あ る と考 え られ た 。 そ の た めPCRの段 階 か
ら独 立 に得 られ た変 異g1η5プラス ミ ドを、 そ の五 カ所 に限 っ て シ ー ケ ンス す る こ と
に よ り、 変 異 の 数 は二 つ に しぼ られ た 。 なお 、 プ ラ イマ ー か らの伸 長 に よ り配列 を
決 定 で きな い 部 分 に つ い て は、 部分 的 に欠失 変異 を作 成 した 。 そ の 方 法 に はPCRを
用 い た新 しい 方 法(主 論 文 の基 礎 と な る論 文1)が 使 用 され た。
解η3内部 に設 計 され た プ ラ イマ ー につ い て は 、 図4に ま とめ て あ る 。
e)変異GlnRSプラス ミ ドの作 成
図5に 示 した方 法 に よ り変 異GlnRSプラス ミ ドを作 成 した。
この 変 異GlnRSを生 化 学 的 に解 析 す る に は、 プ ラス ミ ドに ク ロ ーニ ング し直 す 必
要 が あ っ た 。変 異 の位 置 を決 め る た め に行 っ た ク ロ ーニ ングで は、 酵 素 と して
Fidelityの高 くないTaqpolymeraseを使 用 した た め(こ れ はTAcloning(33)に必 要 で
あ っ た)、 本 来 染 色 体 上 に な い変 異 ま で含 んで プ ラス ミ ドにのせ て しま って い た、
そ の た め 、 正 確 にそ の 二 つ の 変 異 しか 持 た ない81η5をプ ラス ミ ドにのせ る必 要 が
あ っ た 。
検 討 した結 果 、新 た に ク ロ ーニ ン グす るの で は な く、pBR322プラス ミ ドに ク ロー
ニ ング され た野 生 型81η5を、site-directedmutagenesisによっ て変 異 させ る こ と に よ り、
正 し く二 つ の 変 異 の み を持 つ 変 異81η5クロー ン を得 る こ とを試 み る こ と とな っ た。
site.directedmutagenesisは、PCRを利 用 したoverlapextension法(33)を用 い た 。 プ ラ
イマ ー お よ び操 作 の流 れ は図5の 通 りで あ る。 得 られ た ク ロ ー ンを81ηヂ 株 で あ る
UT172に導 入 し、 温 度 感 受 性 を確 認 した 。 そ の結 果 、E222Kの導 入 に よ り81η5温度 感
受 性 の プ ラス ミ ドが 得 られ(得 られ た8株 の うち6株が 温 度 感 受 性 を示 した)、 独 立
な4株 を シ ー ケ ンス した と こ ろ、 そ の全 て が正 しいE222K変異 株 で あ っ た。 同様 に温
度 感 受性 株 に対 してC171Gを導 入 す る こ とに よ り、37℃で の 耐性 が 若 干 向 上 した
UTI72株を得 る こ とが 出来 た(図16参 照)。 この場 合 に も、 独 立 な3株 を シ ー ケ ンス
19一
』虫L』 望 」PCR産 物1-一L____♪
(pri-3/pri-2)《 【」「一 一一 一一 一一 一一




第 一 段 階 で のPCR。野 生 型GlnRSプラス ミ ドを鋳 型 と し、pri-3とpri-2、pri-1とpri-4の二種 類 の
PCRを、独 立 に行 っ た。 得 られ た二種 のPCR産物 を ア ガ ロー ス ゲ ル 電気 泳 動 に よ り精 製 し、
第 二 段 階 のPCRの鋳 型 と した 。
pri-1
…≡ ≡==温 三 一一一 一→>PCR産 物3_____ロ____→
ゴ ヒ===三2ndPCR(P「i-1/Ph-2)← 一一一一一
庸
第二段階でのPCR。上記の二種 のPCR産物を鋳型 とし、pri-1とpn-2によりPCRを行 った。
その結果、E222Kが導入 された変異81η3遺伝子の断片が得 られた。
8acIIル刀乙113acIIMuI
寺 寺 十 十一
pGlnRS6kb
帥5を 一 カ所 の み で 切 断 し、 プ ラス ミ ドの他 の部 分 を切 断 しな い酵 素 、3acnとM1ロ1を用 い
て 、 プ ラ ス ミ ド上 の5acHル伽1断片 をPCR産物3の 同断 片 と置i換した。 ラ イ ゲ ー シ ョン 、
トラ ンス フ オー メ ー シ ョンの後 、 ダ イ デ オ キ シ ・シー ケ ン シ ン グ反応 に よ りDNA上 で の
E222K変異 の 導 入 を確 認 した。 変 異 導 入 効 率 は100%であ っ た。 一
また 同様 に 、 野 生 型pGlnRS6kbを鋳 型 に してC171G変異 を導 入 し、 同時 に並 行 して 上 記E2
22K変異pGlnRS6kbを鋳 型 に してE222KIC171G二重 変 異 株 を作 成 した。
図5変 異GlnRSプラス ミ ドの構築方法
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した うち そ の全 てが 、正 しい 二 重 変 異株(E222K&C171G)であ っ た 。 な お 後 の 実 験
で コ ン トロ ー ル と して用 い るた め 、 この 第 二段 階 の 変異 導 入 時 に、鋳 型 と して 野 生
型 の81η5プラス ミ ドを用 い、singlemutant(C171G)も同 時 に作 成 した 。
これ ら に使 われ た野 生 型 のGlnRSプラス ミ ドは 、Yale大学 のKwang-wonHong博士
よ り贈 られ た 、
2.変異 株 のfηvfvoでの解 析
a)増殖 速 度 の 比 較
増 殖 速 度 の 比 較 は 、変 異 株 の終 夜 培 養 液(30℃ でLB培地 で培 養 した もの)を 、 あ
らか じめ 保 温 してお い た 同 じ培 地 に対 して0.D.600=0.005とな る よ う に希 釈 し、30℃
で振 盟 培 養 す る こ とで 行 っ た。 菌 数 の指 標 と して は0.D.600を用 い 、初 め に20ml培養
した 中 か ら0.5mlずつ とっ て一 時 間毎 に0.D.メー タ にのせ る、 とい う方法 を と っ た。
b)温度 感 受 性
変 異81η3をもつ プ ラ ス ミ ドを検 定 す る場 合 な ど、 温 度感 受性 の 強 さ を判 定 す る場
合 、1ル ー プの 終夜 培 養 液 を、 プ レー トの4分 の1区画 にス トリー ク し、30℃あ る い は
42℃で 一 晩 保 温 す る 、 とい う方 法 を とっ た。 感 受 性 の強 度 は生 え て きた菌 の濃 淡 に
よ り、 目分 量 で 測 定 した 。 した が ってfηyfvoでの温 度 感 受性 を定 量化 した デ ー タ は な
いo
c)サプ レ ッ シ ョン効 率 の評価
変 異 株#1、#5、#11とも とのBT5281ηゴs株につ い て 、su+2によるサ プ レ ッ シ ョン効
率 を定 量 化 し、 評 価 した 。前 述 の λcI857psu+2をそれ ぞれ に港 原 化 し、 プ ロ フ ァー ジ
が 安 定 に保 た れ る溶 原 菌 の シ ン グル コ ロニ ー を単 離 した。
そ れ らの株 をLB液体 培 地 で培 養 し、Millerらの方 法(31)によ ってLacZUnitを測 定
した 。 ま た、 そ こで得 られ たLacZUnitの差 異 が 、LacZ発現 そ の もの の 変 化 に起 因 す
一21
る もの で は な い こ と を確 認 す る た め 、4株 のサ ンプ ル そ れ ぞ れ にλgt11(54)を溶 原 化
した もの を用 い 、 そ れ ぞ れ のLacZUnitを測定 した。 λgtllは野 生 型 のLacZを発 現 す る
た め 、 こ こ で得 られ たLacZUnitはそ れ ぞ れ の株 がLacZを発 現 す る能 力 を示 してい
る。 こ の数 値 を使 っ て、 先 に得 られ たサ プ レ ッシ ョ ンに よ るLacz活性 の 値 を標 準 化
した。
d)ミス チ ャー ジ ン グ活 性
プ ラス ミ ド上 に構 築 され た 三 つ の 変 異GlnRSを使 っ て 、tRNAW「由 来 のsu+3に対 す
る ミス チ ャー ジ ン グ活 性 を測 定 した 。前 述 のBT32株を用 い 、 プ ラス ミ ドを導 入 した
後 、 定 法 に従 っ てLacz活性 を定 量 した。 このLacz活性 に よる ミス チ ャー ジ ング活 性
の 定 量 化 は 、 図6に 簡 単 に ま とめ てあ る。
3.変異GlnRSの大 量 発 現 と精 製
a)菌株 と培 養 方 法
変 異GlnRSの二 つ 、E222K株とC171G&E222K株につ い て、 大 量 発 現 し、 タ ンパ ク
質 精 製 を行 っ た 。前 者 の プ ラス ミ ドの宿 主株 と して はBT32-1381ηゴs株を使 用 した 。
こ の株 は 温 度 感 受 性 株 で 、E222K変異 を持 つ81η8遺伝 子 を染色 体 上 に持 っ てい る。 ま
た後 者 の プ ラス ミ ドに は、 宿 主 株 と して 、当 の 変 異4η3を分 離 した 温 度感 受性 復 帰
株#1を用 い た 。 どち らの場 合 に も、 プ ラス ミ ドか ら発 現 され るGlnRSと、 染 色 体 か ら
発 現 され るGlnRSは、 同 じ変 異 を持 っ て い る 。
E222Kフ.ラス ミ ドにつ い て は、BT32-1381η3ts株に導 入 した時 点 で 温 度 感 受 性 の
チ ェ ッ ク を行 い 、37℃まで は しっか り した コ ロニ ー を形 成 す る もの の、42℃で は全
く生 育 で きな い 、 とい うこ とを確 認 した・
タ ンパ ク質 精 製 の た め の 培 養 は500mlのLBによ り行 っ た。 ア ン ピ シ リンの濃 度 は
プ ラス ミ ドの コ ピー 数 を高 く保 つ た め に100μ9/mlとし、振 盟 中 ・0・D・600=0・7とな っ








LacZamlooo(Ghl要求 性 コ ドン)
をサ プ レスす る よ う に な る。
図6ミ スチ ャージング活性の測定方法
活性を測定 した三種の変異Gh沢Sは、それぞれBT32株に保持されたプ







率 を反映 していると考え られる。
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た ア ン ピシ リ ン濃 度 を補 うた め で あ る。 この時 点 で ア ン ピシ リ ンの 最 終 濃 度 は150F
9/m1とな っ た。 この ま まOD.600=1.4まで培 養 した。
b)タン パ ク精 製 の 手 順
GlnRSタンパ クの精 製 はYale大学 のDieterSoll研究室 にお い て、筆 者 自身 が行 っ
た。 大 まか な手 順 につ い て は 図7に ま とめ てあ る。
c)活性 の検 定
精 製 され たGlnRSの検 定 に は、 図8の よ う な条 件 を用 い た。 放 射 性 同位 元 素 で標 識
され た グル タ ミ ンな どの基 質 を含 んだAminoacylationbuffer(図2)20μ1に対 し、
FPLCによ りmono-Qカラ ム を使 っ て分 離 した51分画 の うち 、偶 数 分 画 を3Fl加え、30
℃ で二 分 間保 温 した。 そ の後 全 量 を、10%TCAに浸 した25枚の3MMフ ィル タ にそ れ
ぞ れ のせ 、 ア ミ ノ ア シ レー シ ョン反応 を停 止 させ た。 フ ィル タ の洗 浄 は4℃ にお い
て 、10%TCAで10分5%TCAで5分 振 盤 し、最 後 に70%エ タ ノー ル です す い だ後 、
85℃で15分間 乾燥 させ た。 チ ャー ジ され たtRNAはTCAに不 溶 とな り、 フ ィル タ上 に
残 る が 、3H標識 され た グ ル タ ミ ンの うち ア ミノ ア シ レー シ ョ ンに使 わ れ なか っ た も
の はTCAに可 溶 な ため 、 洗 浄 時 に除 か れ る。
放 射 活 性 の測 定 は 液体 シ ンチ レ ー シ ョン カ ウ ン ター で 、3Hの取 り込 み を一 分
間 、 測 定 した。
こ の よ う に して得 られ た活 性 分 画 を、次 の段 階 の ア フ ィニ テ ィ カ ラ ム(GlnRS
抗 体)に 使 用 した、
4.変異GlnRSのfηvf加で の解 析
a)Glnkinetics
精 製 したGlnRS変異体 の性 質 を調 べ る ため に、 二種 の酵 素(E222K株お よび































//＼ ＼ ・一 注
百 石 百 百 騰識.
分画・ 分画・ 分画・ 分画8繁 劉 こつV'て漕性を
↓ ↓ ↓ ↓_
(…)◎ ◎(●)
あ らか じめ100四の10%TCAで湿 らせ た3MMペ ーパ ー に22μ1の反応液全 てをのせ る。
↓
300mlの10%TCAに入れ 、4℃で10分間振 壷。 さらに5%TCAによ り5分間洗 う。
↓
70%EtOHによ り軽 くすす ぎ、80℃で15分間、完全 に乾燥 させ る。
↓
液体 シ ンチ レー シ ョン カウ ンターに よ り、 トリチ ウムの取 り込 み を一分 間、計 測 す る。
図8GlrRSassayの方 法
GlnRS精製 の際 の活 性確 認 には、 上 の プ ロ トコー ル を使 用 した 。各
成分 を混合 後 、20μ1をと り、 あ らか じめ エ ッペ ンチ ュー ブ に分 注 し
て お い た3μ1のmono-Q分画 に加 え た。 反応 は30℃で5分 間行 っ た・
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行 っ た。 初 め の 段 階 で は グル タ ミ ンの 濃 度 を50,100,200,400,800,1600(mM)とした
が 、 二 つ の 酵 素 と も非 常 に高 いKm値 を示 した の で 、最 終 的 に は200,400,800,1600,
3200,6400(mM)とい う濃 度 を用 い た 。 反応 液 は全 量 で30μ1、反 応 時 間 は0,15,30,45,
60,75(s)を使 っ た。 反 応 の停 止 に は図8と 同 じ方 法 を用 い 、 そ の 後 の 洗 浄 と3Hのカ
ウ ン トも図8の 方 法 に従 った 。 また 、 グル タ ミン以 外 の成 分 につ い て は 、 図2の
Aminoacylationbufferと等 し くした。
b)温度 感 受 性 の確 認
こ の研 究 で 精 製 したE222KおよびE222K&C171Gの二 つ の 変異GlnRSに、Yale大学
のMichaelIbba博士 か ら譲 られ た野 生 型GlnRSを加 え た三 つ の酵 素 に対 し、 温 度 感 受
性 を検 定 す る実 験 を行 っ た 。用 い た温 度 は25,28,31,34,37,40,43(℃)であ り、 反 応
















「材料 と方法」1-c)で示 した方法で、BT5281η♂sより独立 に30の偽復帰株 を選択 し
た。選択の過程で様々なコロニー ・サイズを確認 し、親株の持つ変異GlnRS(E222K)
が、多種の偽復帰株 を産生 しうる温度感受性変異であることが推測された。
得 られた偽復帰株の うち初めの11株について、シングル ・コロニーを単離 し、LB
液体培地を用いて30℃にて増殖曲線を描 く実験を行 った。30℃とい う温度 を用いた
のは、親株であるBT5281η3tsと増殖速度 を比較するためである。図9にその結果を示
したが、 これ ら11株の偽復帰株は、野生型 とは大 きく異な り、BT5281ηびsとほぼ同 じ
増殖速度 を示すことが分かった。BT5281η5ts自身はλglnswtの導入により増殖速度を
回復する(図16参照)の で、これらの株の増殖速度はそれぞれのもつGlnRSの活性 と
正の相関関係があると考えられる。 コロニー ・サイズの同等な株 を選択 しているた
め、図9の結果 となった。
これ らの結果か ら、初めの11株については、真の復帰株(truereve就ant)ではな く、
偽復帰株であると結論 した。一枚のプレー トからそれぞれ一つ しかコロニーを選ば
なかったが、コロニー サイズが同程度のものを選択 しているので、中には当然同
じ変異 を持つ株 も含 まれ得る。 しか しながら出来るだけ偽復帰株の多様性 を確保す
るために、独立なプレー トより変異株 を採集 した。





















ので、これ らの増殖速度は81π5の活性に依存 していると考え られる。
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す る た め 、su+2およびsu+3AIG82をそ れ ぞ れ生 産 す る フ ァー ジ を使 って 、 ク ロス ・
ス トリー ク実 験 を行 っ た。 これ らの株 は全 て1acZam1000を持 つ た め 、 グル タ ミ ン を
チ ャ ー ジ す るサ プ レ ッサ ーtRNAを導 入 す る こ とでIPTGIX-galプレー トを青 く着 色 す
る。 大 腸 菌 株 お よび フ ァー ジ株 につ い て の詳 細 は 「材 料 と方 法 」L(a)にま とめ た。
初 め の9株 につ い て調 べ た結 果 を図10に示 して あ る。 そ れ ぞ れ 、#1から#30まで の
名 前 を付 け た が 、 この 中 で は#1がsu+2によ るサ プ レ ッ シ ョン効 率 が低 い 、 とい う こ
とが 分 か っ た。 前 項 で触 れ た よ う に#1から判1に つ い て は増 殖 速 度 か ら、野 生 型
tRNAGIn2に対 す るGlnRSの認 識 は ほ ぼ等 しい とい う こ とが 分 か っ て お り、 サ プ レ ッ
シ ョ ン効 率 の 低 さは 、変 異GlnRSの一般 的 な 活性 の低 さ に よる もの で は な い 。 この 実
験 で は 同 時 に、 デ ィス ク リ ミネー タ付 近 に変異 を持 つ た め に グ ル タ ミン をチ ャー ジ
す る よ う に な っ たsu+3AIG82(su+2とsu+3の比 較 を図11にのせ た)と の ク ロス ・ス ト
リー ク を示 して い る が 、 そ れ に よれ ば#1株は他 の株 と同様 、 非 常 に効 果 的 にサ プ レ
ス さ れ て い る。 これ は#1の持 つ1acZ、m1000自体 は変 異 を受 け てい な い こ と を示 す 。
#1以外 に も、 サ プ レ ッシ ョン効 率 の低 い株#11や、 逆 に よ り効 率 的 にサ プ レス され
る よ う に な っ た#5などの株 が見 られ た 。#12以降 の株 につ い て も同様 の割 合 でsu+2に
対 す る認 識 効 率 に異 常 の見 られ る株 が見 られ たが 、 こ こで は増 殖 速 度 の検 討 か ら野
生 型tRNAGIn2に対 す る認 識 効 率 が も とのBT5381η3tsとほ ぼ等 しい と考 え られ る初 め の
11株の うち か ら、 次 の段 階 の定 量 化 を行 う変 異 株 を選 択 した。 ま た この 実 験 系 にお
い て は 同 時 に、 グ ル タ ミ ンtRNAとしての 強 い 正 の ア イデ ンテ ィテ ィAIG82を持 つsu+
3を、 認 識 す る こ との 出来 ない 変異GlnRSが現 れ る こ と を期 待 したが 、30株の うち に
はそ の よ う な株 は現 れ な か った 。
c)LacZを用 い たsu+2に対 す る認 識効 率 の 定量 化
ク ロ ス ・ス トリー ク実,験に よ りsu+2に対 す る認 識効 率 に異 常 が見 られ る株(#1,
#5,#11)を選 び、LacZ単位 の 測 定 に よるsu+2認識効 率 の定 量 化 を行 っ た 。方 法 の詳
細 は 「材 料 と方 法 」2-(c)の通 りで あ る。結 果 を図12に示 す 。



































su+2を生産 す る ラム ダ フ ァー ジ と クロス ス トリー クす る と、 この二 重
変 異株 は他 の株 に比 べ てLacZ一㎜ の相 補 効率 が悪 い ことが分 か る。 ブ
レー トにはIPTGとX-galが含 まれ て い る。 なお 、#1が今 回取 り上 げて
い る変 異株 で あ り、 この 写真 で テ ス トして い る他 の株 は、 同時 に得 ら





















su+2およ びsu+3のク ロ ー バ ・リ ー フ構 造 。su+2のデ ィス ク リ ミ ネ ー タ














図12LacZ活性 によ る変 異株 の解 析(A)
そ れ ぞ れ の変 異 株 に、λclss7su+2を溶 原 化 し、lacZ-、mがどの 程 度 サ ブ レス され る
か を測 定 した 、 図2の 写 真 か ら予 想 され た とお り、#1お よ び#11株は も と の株







LacZを発現させ、活 性を測定 した。その結果、サブ レッション活性の低い株 も野生
型のLacZを通常 レヴェル発現できることが分かった。 これはこの株の変異










って標準化 し、比較 した。サ プレッションの効率が悪い#1と#11の他に、む し
ろもとの株よ り効率が良 く、 しかも野生型LacZや増殖速度などから見た野生型
tRNAGinへのチャージングは劣っている#5のような株も含まれていた。
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よるLacZの発 現 量 を、Minerらの 方 法 に よ って定 量 化 した(図12A)。 図11の試験 に
お い てサ プ レ ッシ ョン効 率 が低 い と見 られ て い た#1と#11はも とのBT5281ηびsより も
低 い 発 現 量 を示 し、 特 に#1につ い て は も との株 の約3分 の1のサ プ レ ッシ ョン効 率 で
あ っ た 。 また 、 サ プ レ ッシ ョ ンが効 率 的 に行 わ れ る と考 え られ た#5につ い て は 、 親
株 と比 較 して二 倍 近 い サ プ レ ッシ ョ ン効 率 が得 られ て い る こ とが分 か った 。
これ らの デ ー タ を標 準 化 す る た め 、 三 つ の偽 復 帰 株#1,#5,#11およ びBT5281n5的の
そ れ ぞ れ にλgtl1を導 入 した 溶原 菌 を用 い 、LacZ活性 を測 定 した(図12B)。 これ ら
の偽 復 帰 株 がsu+2によ っ て示 す 特徴 的 なサ プ レ ッシ ョン効 率 が 、 これ らの持 つ 変 異
GlnRSの一 般 的 な活性 に よる もの で な い こ とを確 認 す る ため で あ る。 λgtllは選 択
マ ー カ ー と して 、 完 全 な野 生 型1acZを持 つ(54)。
#1と#11は、 ほ ぼ親 株 のBT5381η5tsと同程 度 のLacZ発現 量 を示 した(図12B)。#5
は 、su+2の導 入 に よ りBT5381η5tsより も強 い サ プ レ ッシ ョ ン効 率 を示 す に も関 わ ら
ず 、 野 生 型1acZを導 入 した場 合 のLacZ発現 量 は、他 の株 の 半 分程 度 で あ った 。
野 生 型1acZ遺伝 子 に よるLacZ発現 量 を用 い て 図12Aのサ プ レ ッシ ョ ン効 率 を標 準 化
した のが 、 図12Cであ る。#1はや は り、BT5281η9sに対 して、 約3分 の1程度 の サ プ
レ ッシ ョン効 率 を示 し、#5は対 照 的 に3倍以上 の高 いサ プ レ ッシ ョン効 率 を示 した 。
他 の2株 も非 常 に興 味 深 い性 質 を示 して い るが 、本 稿 で は対 象 を#1株の み に しぼ っ
て 、詳 細 な解 析 を進 め る こ と と した。
2.変異 の位 置 とそ の効 果
a)遺伝 子 の 上 か ら荊 株 の変 異 の位 置 を同定 す る
変 異 株 分 離 の 方 法 か らみ て 、 これ らの偽復 帰 株 は温 度 感 受 性 変 異(E222K)以外 に
も う一 つ 、81η5遺伝 子 の内 部 に変 異 を持 つ こ とが 想 定 され た・ そ こで81η5を増 幅 す る
た め の プ ラ イ マ ー を用 い て 、PCRに よっ て変 異91n3遺伝 子 を増 幅 し、 プ ラ ス ミ ドに ク
ロ ー ニ ング して 、 ダ イ デ オ キ シ法 に よ り遺 伝 子 配列 を決 定 した。 そ の結 果 、 図13と






































変異の位置は、予想されたアンチコ ドン認識部位ではなく、む しろアクセプター ・
ステム結合部位であることが分かった。
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E222Kは、 あ らか じめ温 度 感 受性 の 変 異 と して 報告 され て い た 変異 と同 一 で あ り、
C171Gが今 回 の ス ク リー ニ ン グで得 られ た 、 温度 感 受性 に関 す る復 帰 に関係 した 変
異 だ と考 え られ る。 なお 、 「材 料 と方 法 」1-(d)に記 した よ うに、PCRのエ ラ ー を考
慮 して調 べ た二 つ の全 く独 立 な ク ロ ー ンにお い て 、 この 二 つ の変 異 は 共通 して検 出
さ れ 、 さ らに他 に二 つ の ク ロ ー ンに共 通 して見 られ る変異 は なか った 。
b)変異 は ア クセ プ ター結 合 部位 に あ っ た
これ ま で に分 か っ て い るGhlRSの機 能構 造 か ら、 今 回 の 二 つ の 変 異 、E222Kと
C171Gの位 置 は 、 意外 に もア ンチ コ ドン認 識 部位 か ら離 れ て い る こ とが 分 か っ た 。
さ らにGh1RSは、tRNAと結 合 した形 で立 体 構 造 が 解 明 され てい る数 少 な い ア ミ ノア
シ ルtRNA合成 酵 素 の 一 つ で あ る 。tRNAとの相 互 作 用 を示 す 三 次 元 モ デ ル の上 で 、 二
つ の 変 異 がtRNAのア クセ プ ター ・ス テ ム に近 い変 異 で あ る こ とを確 認 した(図
15)。特 にE222K変異 は 、tRNAのCCA3'末端 に非 常 に近 い こ とが 分 か っ た。
c)変異GlnRSプラ ス ミ ドの高 温 で の不 安 定 な表 現 型
「材 料 と方 法 」1-(e)に記 した方 法 で 、(1)E222Kのみ 、(2)C171Gのみ 、(3)
E222K&C171Gの二 重 変 異 、 の そ れ ぞ れ の 変異 を持 った81η3プラス ミ ドを作 成 した 。
これ らの プ ラス ミ ドをUT17291ηゴsとい う(E222Kとは異 な り、 よ りsensitiveな)温度
感 受 性 株 に導 入 し、81ηぶsの相 補 活 性 をみ た(図16)。 も とのBT5281η5tsは37℃で も
生 育 す る こ とが 出 来 、42℃に お い て増 殖 に阻害 が 現 れ る の に対 して 、UT17281ηびsで
は37℃にお い て も全 く生 育 す る こ とが 出来 ない(15)。上 記 三 つ の プ ラス ミ ドお よび
野 生 型4η5を持 つ プ ラス ミ ドをUT17281ηびSに導 入 し、様 々 な温 度 で保 温 した と こ
ろ、E222Kは37℃で ほ とん どUT17281ηびsをサ プ レス で きな い の に対 し、E222K&
C171Gの二 重 変 異81η5では37℃にお い て 、サ プ レ ッシ ョンが 観 察 さ れ た(図16)。 た
だ し42℃にお い て は ほ とん どサ プ レス す る こ とが 出 来 なか っ た。BT5281η酵 株 は42℃
に長 時 間保 温 す れ ばあ る程 度 の コ ロニ ー が見 られ るの で 、E222Kの変異GlnRSの性 質










図15tRNAとGlnRSの相 互 認 識
変異の位置を、文献(42,43)による立体構造の上で示 した。
二っの変異はアンチコ ドンか ら離れた、アクセフター ・ステム結合部位の
近 くにある。
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図16変異GlnRSプラ ス ミ ドに よ るUT172のサ プ レ ッ シ ョ ン
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の温度に対する感受性の強さは、この段階でやや混乱 しているように見 えた。 この
混乱は変異GlnRSを精製 し、生化学的な解析 を行 うことで最終的には解決 した。
3.E222K変異株 における ミスチャージング活性
a)ミスチ ャージング活性 を調べ るに至った理由
「結果」2-(b)で触れたように、E222K変異はtRNAGInの、CCA3'末端の近傍である





をチャージする(19)。つま り、GlnRSはディスクリミネータを認識 し、変異 を持 た







に、E222K変異株はsu+3を誤 って認識 し、グルタミンをチャージして しまう効率が非
常 に高いことが明 らかになった。この現象は37℃以下で観察され、42℃では観察さ
れなかった。 このことはE222K変異 を持つGlnRSが温度感受性であ り、37℃までは増
殖できるが42℃で増殖が阻害 されるというデータとよく対応 している。
また、E222Kに、温度感受性 を緩和する作用のあったC171Gを加えた二重変異81η5


























C171G 6.91 7.00 3.52
C171G/E222K9.55 6.28 5.21
E222K 47.6 55.4 6.67




C171Gのみ を持 つGlnRSプラス ミ ドで も ミス チ ャー ジ ン グ活 性 は測 定 され なか っ た。
4.二つ の 変 異GlnRS酵素 の精 製 と生化 学 的解 析
a)E222K株の精 製
E222Kプラス ミ ドを、 同 じ変 異81η5を持 つBT32-1391ηびsに導 入 した 。 図7の 方 法 に
よ り、500mlの培 養 液 か ら、 変 異GlnRS(E222K)酵素 を精 製 した 。菌 液 の超 音 波 破 砕
と超 遠 心 の後 、FPLcによ りmono-Qカラム を通 し、 得 られ た分 画51のうち偶 数 番 の25
分 画 を、 図8に記 した方 法 で活 性 測 定 した。 その 結 果 を図18に記 す 。 活性 は野 生 型 の
GlnRSを精 製 す る場 合 に比 べ 低 いが 、 これ は酵 素 自体 の 活性 が低 い こ と と、 収 量 が あ
ま り多 くな い こ とが 影 響 して い る と考 え た。 最 終 的 に は比較 的 活性 の あ る7分画 につ
い て 、 透 析 を行 い 、Anti-GlnRSによ る ア フ ィニ テ ィ精 製 を行 っ た。
b)E222K&C171G株の精 製
タ ンパ ク を生 産 させ る宿 主 菌 と して は 、 も との#1株を使 用 した。 この株 はE222K
とC171Gの二 重 変 異 を持 つGlnRSを生 産 して い る た め、 他 の(野 生 型 な どの)GlnRS
の 混 入 を避 け る こ とが 出来 る。E222Kの場 合 と同 じ く500mlの培 養 液 か ら始 め、
mono-Q分画 に対 して活 性 の測 定 を行 っ た。 結 果 を図19に示 して い る。 この場 合 も
E222Kと同様 、低 い 活性 しか確 認 で きなか った 。 この場 合 は6分画 を採 集 した。
c)精製 され た 変 異GlnRS
以 上 の よ う に精 製 され たGlnRSを10μ1用い て、SDS-PAGEによ り解 析 し、単 一 の
バ ン ドを示 す 純 度 で精 製 され て い る こ とが確 認 され た(図19)。 ま た、BioRad社の
タ ンパ ク質 定 量 シス テ ム を用 い て、 二 つ の変 異GlnRSの濃 度 を定量 した とこ ろ、
E222Kが1.3mg/ml、E222K&C171Gが1.Omg/mlであ る こ とが 分 か っ た(図20)・
GlnRSの分 子 量 は43,346なの で 、 モ ル濃 度 に換 算 す る とそ れ ぞ れ 、E222Kが2.05F























図18精製 された二種類 の変異GlnRSのmono-Q分画 と








本研究で精製 した変異GlnRSを、野生型のGlnRSをコン トロール としてSDS-
PAGEにより泳動 した。シングルバ ン ドが確認 され、精製 した蛋 白の純度が証



































BIO-RADの蛋 白定 量 化 キ ッ トを用 い て、 精 製 したGlnRSを定量 した 。BSAに て
ス タ ン ダ ー ドを計 測 した上 で 、 酵 素 を三 段 階(10μ1、20μ1、30μ1)用い て濃 度 測
定 反 応 を行 い 、 ス タ ン ダ ー ドに よ り正 確 な濃 度 を計 算 した。
そ れ ぞ れ の酵 素 の 濃 度 は、E222Kが1.3mglml、E222K&C171Gが1.Omg!mlであ っ
た 。
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て い る 。
d)グル タ ミ ンに対 す るkhletics
「材 料 と方 法 」4-(a)の条件 で 、 グ ル タ ミ ンに対 す るkineticsを行 っ た 。 そ れ ぞ れ に
つ い て の デ ー タ を図21に示 した。
e)温度 感 受 性 の 試 験
精 製 した二 つ の酵 素 とYale大学 のMichaelIbba博士 か ら譲 られ た野 生 型GlnRSにつ い
て 、 温 度 感 受性 を検 定 す る試 験 を行 った 。 「材 料 と方 法 」4-(b)に記 した 実験 を行
い 、 図22のcpm値を得 た。 これ を用 い て 、 三 つ のGlnRSに対 す る温 度効 果 を グ ラ フ に
表 した の が 図23であ る 。 そ れ ぞ れ の 酵 素 は2xKm濃 度 の グル タ ミ ンを用 い て い る た
め 、 反 応 は 同 じ条 件 で は な い。 そ の た め、 そ れ ぞ れ のinitialvelocity(めの最 大 値 を































図22温 度 感 受 性 のfm4面assay
三 つ のGhiRSの温 度 感 受 性 に つ い て のfnvf肋で の検 定 。 数 値 はcpmで表 して
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図24GlnRS変異株 に対す る温度効果





1.二重 変 異 株#1はsu+2に対 して、 特 異 的 に低 い認 識 効 率 を示 す
a)#1株のGlnRSの、野 生 型tRNAGInに対 す る活 性
図16の実 験 で 、野 生 型 のg加5遺伝 子 が 温 度 感 受 性 株BT5281ηびsの30℃で の 増 殖 速 度
を回復 させ る こ とが示 され た。 この こ とは 、BT5281η♂sの増 殖 速 度 の律 速段 階 が 、
GlnRSの活 性 に あ る こ とを意 味 してい る。 図9の 実 験 にお い て#1株は も との温 度 感 受
性 株 と同様 な増 殖 速 度 を示 したが 、 この こ とか ら、#1株のGlnRS(E222K&Cl71G)に
お け る野 生 型tRNAGln2に対 す るチ ャー ジ ング活 性 は、 温 度 感 受 性 型GlnRSの活 性 とほ
ぼ等 しい と期 待 され た。 また 図12Bで、 この株 が 野 生 型1acZをBT5281η5魑と同程 度 発
現 す る とい う こ と も観 察 され て お り、 この こ と もそ の推 定 を支 持 す る デ ー タで あ
る 。
さ らに精 製 した 酵 素 にお い て 、GlnRS(E222K&C171G)のグ ル タ ミ ン に対 す る㎞
はGlnRS(E222K)より も低 く、Kcat/Kmは若 干 向 上 して い る(図21)。 この こ とか ら
も、#1株の持 つGlnRS(E222K&C171G)の活 性 自体 が 、GlnRS(E222K)のtRNAGInに対
す る チ ャー ジ ン グ活 性 よ り も劣 る、 とは考 え に くい 。
b)#1株が 示 す 特 異 なサ プ レ ッシ ョン効 率 につ い て の考 察
野 生 型tRNAGIn2に対 す る活 性 が変 化 して い な い に も関 わ らず 、 図11にお い て 、#1
株 はsu+2に対 す る チ ャー ジ ン グ活 性 がBT5281ηヂ よ りも低 い こ とが示 唆 され た 。#1株
はBT528Zηダs株よ りspontaneousに得 られ た株 で あ り、 そ の81η5遺伝 子 はBT5281nびs株
の持 つE222K変異 に加 えて さ らに も う一 つ の 変 異 を持 つ こ とが 期 待 され た。 図12の
一 連 の 実 験 か ら#1はsu+2に対 す る チ ャー ジ ング活 性 がBT5281n5誌株 の 約3分 の1で あ る
こ とが 示 され たが 、 この 違 い は判 株 の81η5に加 わ っ た新 た な変 異 に よる もの で あ る
こ とは 明 らか で あ る。
.53一
su+2はtRNAGIn2のア ンチ コ ドンCUGが 、CUAに 変 化 した分 子 で あ る。 両 者 の 違 い
は ア ンチ コ ドン三文 字 目の 一 塩 基 の み で あ る。 した が って#1の持 つGlnRSの特 異 な性
質 は、 ア ンチ コ ドン三 文 字 目の違 い に起 因 す る と考 え られ る。 す なわ ち、#1株に新
た に入 った 変 異 に よ り、 ア ンチ コ ドン三文 字 目の違 い を よ り明確 に識 別 で きる よ う
に な っ た 、 とい う こ とで あ る(図25)。
こ こ で注 意 して お きた い の は 、GlnRS(E222K)自体 が 、 野 生 型tRNAGIn2とsu+2の違
い を認 識 して い な い わ け で は ない 、 とい う こ とで あ る。Pallanckらに よれ ば、
tRNAGInのア イ デ ンテ ィテ ィは主 に ア クセ プ ター ・ス テ ム と ア ンチ コ ドン に位 置 す る
(35)。ア ンチ コ ドンがUCAへ と変 化 したtRNAGIn2はも や グ ル タ ミン をチ ャー ジす
る こ とは 出 来 ず 、代 わ りに トリ プ トフ ァ ン をチ ャー ジ す る こ とが報 告 され て い る
(22)。そ の た め 、 野 生 型GlnRSであ っ て もsu+2の一 部 に しか グ ル タ ミン をチ ャー ジ 出
来 な い 。 つ ま り、GlnRS(E222K)のsu+2への チ ャー ジ ング効 率 は 、野 生 型 の基 質 に対
す る効 率 と比 べ て低 い(23)。
しか しなが ら本 稿 で 解 析 して い る#1変異 株 は 、 もと もとの株(E222K株)の 示 す
チ ャー ジ ン グ 活性 よ りも さ ら に3分の1ま で低 下 した活 性 を示 して い るの で あ り、 こ
の違 い はや は り#1株に新 た に加 え られ た変 異(C171)による と考 え ざ る を得 ない 。 筆
者 は この 段 階 で 、#1の分 離 に際 して加 わ った変 異 は 、GlnRSのア ンチ コ ドン認 識 部位
に 同定 さ れ る もの で あ ろ う と推 測 して い た 。GlnRSのア ンチ コ ドン認 識 部 位 につ い て
は 、1nyf加mutagenesisを用 い たWeygand-Durasevicらの 詳細 な研 究(51)があ るが 、 今
回得 られ た#1株は遺 伝 学 的 に得 られ た変 異 株 で あ り、fηyfvoの観 点 か ら新 た に ア ンチ
コ ドン認 識 部 位 を 同定 す る とい う意 味 で 、興 味 深 い もの で あ る と考 えて い た 。
c)変異 の位 置
さて 、 「材 料 と方 法 」 で紹 介 した 方 法 に よ り変異 の位 置 を確 認 した とこ ろ、 興 味
深 い こ とに 、 予 想 して い た ア ンチ コ ドン認 識 部位 とは大 き く異 な る、 ア ク セ プ
ター ・ス テ ム結 合 部 位 に変 異 は検 出 され た 。 この こ とは、#1株の 示 す ア ンチ コ ドン
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図25変 異GlnRS(C171G&E222KDouble)の性 質
su+2は野 生型tRNAGIn2のア ンチ コ ドンCUGが 一 塩 基 変 化 し、CUAに 変 わ った も
の で あ る。 温 度 感 受 性GhlRS(E222K)は、su+2にグル タ ミ ン をチ ャー ジ しLacZ-
amをサ プ レス す る こ とが 出来 る が 、 この二 重 変 異Gh沢Sは 、tRNAGIn2に対 す る チ
ャー ジ ング効 率 は 温度 感 受 性 と ほ ぼ等 しい に もか か わ らず 、su+2に対 す るチ ャー
ジ ン グ効 率 が約 三 分 の 一 に低 下 して い る。
のではな く、GlnRSの立体的な構造変化 による間接的な影響の結果であることを示 し
ている。Cl71Gとい うこの変異は、 もともと温度感受性を相補する変異 として分離
されたものであ り、酵素全体の大規模な構造 変化はその点か らも暗示 されている。
C171Gの導入により、GlnRSの温度感受性型(E222K)が生体内でダイナ ミックに構
造を変化 させ、離れたアンチコ ドン認識 ドメインに影響 を与 えているということが
明 らかになった。このことはタンパクの構造の上からも興味深い結果である。
GlnRSは、グルタミン、ATP、tRNAの三つの基質を持つ酵素であ り、それぞれに
対す る化学反応論的解析が よく進 んでいる。また酵素の ドメイン構造 も明 らかにさ
れ、近年では酵素反応時 における立体構造の動的な変化 も明 らかにされつつある
(2)。#1変異株(E222K&C171G)と温度感受性(E222K)株のGlnRSの性質 を加
vfvoとfηyfεroにおいて比較することにより、GlnRSにおける両残基の役割が明 らかに




図15によれば、 これら二つの変異は、tRNAのアクセプター ・ステムに近い場所 に
位置 している。特 にE222Kの場合、アクセプター ・ステムの上方、ディスクリミ




チ ャージするsu+3と比較 して、ディスクリミネータの部分が改変されている。 この
事実は野生型GlnRSが通常tRNAty「を識別する場合、デ ィスクリミネータを認識 し・









図17に示 した ように、E222K変異を持つGlnRSは、プラスミドから大量発現 した場
合 に、su+3に対 しグルタミンをチャージ して しまうことが分かった。42℃でこの活
性が失 われて しまうのは、この酵素が高温で不安定なためであると考 えられる。ま
た興味深いことに、 ミスチャージング活性はC171Gの導入によっても失われた。こ
のことはミスチャージング現象が、単 にE222K変異 とディスクリミネータの単純 な
相互作用によるものではな く、アミノアシル ステム結合部位の全体のコンフォ
メーシ ョン変化 によるものだということを示 しているものである。
また、アミノアシルtRNA合成酵素がnoncognateなtRNAを識別 しているのは、
cognateなtRNAとの㎞ の違いではな く、Vmaxの違いによるところが大 きい、 とい う
データがある(6)。これは、非常 に似通った立体構造を持つtRNAの識別が、結合の




近い形に復帰 している、 とい うことが推定で きる。
E222K株が温度感受性でかつ ミスチャージング活性 を持つの とは対照的に、野生
型GlnRSと二重変異E222K&C171Gは温度に対 し耐性を持ち、なおかつsu+3に対する
厳密 な識別能力 を持つ。このことはE222K変異によりGlnRSのN末コンフォメーシ ョ
ンが緩み、やわらかい構造になっていることを示 しているものと思われる。新たに
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入することにより、プラス ミド上の変異81η5の温度感受性 を比較 した(図16)。
「材料 と方法」2-(c)に記 したように、E222K株とE222K&C171G株の温度感受性の
差異は、37℃において顕著 に観察されたが、42℃においてはあまりはっきり見 られ





その要因による影響は大 きくない と考 えられる。
もともとのE222K株は42℃において温度感受性で、37℃では正常 な増殖 を示 して
いた。 また、 ミスチャージング活性の試験では、E222K型の81η3は37℃以下の温度で
活性 を記録 した。これ らの事実か ら、BT系列の株では、E222K変異 を持つGlnRSは
37℃で正常に機i能することが推定できる。つまり図16の実験では、E222K型のGlnRS
は、BT系列の株 とUTI72の株の間で異 なる表現型 を示す、 ということが明らかにさ
れている。株 によ り同 じ変異酵素が異なる温度感受性 を示す原因については後述す
る。
図16には多数のリバータン トが観察されるが・これは実験 に用いたカルチャーの
質に関わ らず、再現性 を持った現象であった。対照実験 として作成 したCl71Gプラ
ス ミ ドは、同 じく対照 として使用 した野生型81η5プラスミドと同様、 どの温度 にお
いても鮮明なサ プレッシ ョンを示 した。
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b)精製 され た 変異GlnRSの性 質
精 製 した 変 異GlnRSにつ い て 、 グ ル タ ミ ンに対 す るkineticsを行 っ た(図21)。 そ
の 結 果 、 表 に示 した よ う に、E222Kのグ ル タ ミ ンに対 す るKmは 非 常 に高 く、
E222K&C171G二重 変 異 株 にお い て はKmは 半 分 に まで 回復 して い る こ とが 明 らか に
な っ た。 細 胞 内 に お け る グル タ ミンの 濃度 は150μM程度 とい うこ とが 知 られ てお り
(17)、グ ル タ ミ ン に対 す るKmの 低 さ に よ りE222K株が 野 生株 よ り(30℃にお い て さ
え)増 殖 速 度 が 遅 い こ とが 、 説 明 で きる。 ま た前 項3-(a)で触 れ た 、株 に よ るE222K型
GlnRSの表 現 型 の ば らつ き も、株 に よっ て グ ル タ ミ ンの細 胞 内 濃度 が 異 な る と仮 定 す
る こ とで 、 解 釈 す る こ とが 出来 る。
c)変異GlnRSのfηvノ的 にお け る温 度 感 受 性 試 験
2xKmの グ ル タ ミ ンを用 い て、fηvf加oにお け る温 度感 受性 試験 を行 った(図
22)。こ の結 果 を、 温 度 を横 軸 に と り、initialvelocityを縦軸 に とっ た グ ラ フに した も
の が 図23であ る。 野 生 型GlnRSは反 応 温 度 の上 昇 に従 ってinitialvelocityが上 昇 して い
くの に対 し、E222K株で は活 性 は37℃で頭 打 ち とな り、40℃以 上 で は低 下 して しま
う。 こ れ はE222Kの血vf加oでの温 度 感 受 性 効 果 を示 す 。
ま た、 二重 変 異株(E222K&C171G)は40℃以 上 で も、inidalvelocityの伸 び は失 わ
れ て い な い 。 この こ とは こ のC171Gの導 入 に よ って 、E222Kの温 度感 受性 効 果 が 抑 制
され て い る、 とい う こ とを示 してい る。
以 上 の よ う にGlnRSの、E222K変異 の効 果(温 度 感 受 性)とC171Gの効 果(温 度 感
受性 の相 補)がfηvf加oで明 らか に な っ たが 、 図 か ら分 か る よ うに、40℃以 上 で の酵
素 の 失 活 の 割 合 が 、大 腸 菌株 の表 現 型 に比 較 して若 干 弱 い よ うに感 じ られ る。 この
こ とは 、 お そ ら く変 異GlnRSのグ ル タ ミ ンに対 す るKmの 高 さが 原 因 にな っ て い る も
の と思 わ れ る。 図23の反 応 にお い て は、E222K株は6mMも の グル タ ミン を加 え られ
て お り、 そ の 濃 度 は細 胞 内 で の150μMとい う濃 度 か ら見 れ ば あ ま りに も大 量 で あ
.60.
る。 細 胞 内 で の グ ル タ ミ ン濃 度 で は 、 こ こで観 察 され た温 度 感 受 性 が よ り くっ き り
と見 られ る 、 とい う こ と も十 分 に考 え られ る。1ηvf面反 応 の際 、200駄M以下 の グ ル
タ ミン濃 度 で は反 応 が安 定 せ ず 、initialvelocityを計 測 す る こ とが 出来 な か っ た。 同様
に1nvfvoの状 態 で は 、42℃にお い て 変 異GlnRSの活 性 が低 下 し、細 胞 内 の グル タ ミ ン
濃 度 が 変 異GlnRSにとって の 閾値 を割 っ て しま う、 とい うこ とが 考 え られ る。 結 果 と
して温 度 感 受 性 がfη卿oで は明 確 な の で あ ろ う。
また 、30℃にお い て 、E222K型GlnRSは、E222K&CI71G二重 変 異 株 よ り も高 い
initialvelocityを記 録 して い るが 、 この両 者 は異 な る グル タ ミン濃 度 を用 い た実 験 で あ
り、 この こ とか ら単 純 にE222K型の方 が 活 性 が 高 い とい う結 論 は導 き出せ な い。 そ
れ は 、 温 度 感 受 性 株(E222K)の増 殖 速 度 が30℃で野 生 型 に比 べ 遅 く、 そ の速 度 は
野 生 型81η5を導 入 す る こ と に よ りサ プ レス され る に もか か わ らず 、低 温 の範 囲 にお
い て 野 生 型GlnRSとE222K型が ほ ぼ等 しいinitialvelocityを示 す 、 とい うこ とか ら も明
らか で あ る 。
4.E222KおよびCl71Gの導 入 に よるGlnRSのダ イ ナ ミ ック な構 造 変 化
以 上 の結 果 を表 に ま とめ た の が 図27であ る。
D235Nの変 異 を持 つGlnRSは、 初 めsu+3に対 す る ミス チ ャー ジ ン グ を行 う変 異 と し
て 同定 され たが(21)、後 に は全 く独 立 に、 ア ンチ コ ドンの 変 化 を許 容 す る変 異 と し
て分 離 され た(41)。ア クセ プ ター ・ス テ ム の上 方 、 デ ィス ク リ ミネ ー タか ら三塩 基
対 の と ころ に結 合 す る この残 基 は、GlnRS全体 の構 造 を変 化 させ ・結 果 と して 変 異 ア
ンチ コ ドン(UCA)に対 す る識 別 を緩和 させ る。
今 回筆 者 が 分 離 した#1株は、 二 つ の変 異E222KおよびC171Gを持 っ て い る・GlnRS
(E222K)は高 温 で不 安 定 で あ り、低 温 で はsu+3に対 し ミス チ ャー ジ ング活 性 を示 す 。
こ の株 にC171G変異 が 加 わ る こ とは、 上 に述 べ たD235Nの効 果 と相 似 で あ る。 す な
わ ち 、D235Nの導 入 に よ りsu+3への ミス チ ャー ジ ン グ活 性 が 上昇 す る(21)のと対 照
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図27本稿 で扱 った変異GlnRSの性 質
4種類のGlnRSについて、fη卿oお よびfηvf肋で解析 した結果 をまとめ
た。それぞれの実験 の詳細 と表 中の数字の単位表記については、表 中
に 「資料」 として記 した各実験 を参照 されたい。
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ま た 、野 生 型GlnRSが認 識 で きないtRNAGInUCAをGlnRS(D235N)が許 容 す る(41)のと
対 照 的 に、GlnRS(E222K)が認 識 して い るsu+2(tRNAGInCuA)に対 す る チ ャー ジ ン グ効
率 が 、C171Gを導 入 した株 で は低 下 して い る(図27)。
つ ま りD235N変異 との 比 較 で 見 た場 合 、E222Kに対 す るC171Gは、 野 生 型GlnRSに
対 す るD235N変異 と全 く反 対 の 効 果 を与 えて い る こ とに な る。
C171GはE222Kの温 度 感 受性 に対 す るサ プ レ ッサ ー と して得 られ て い る もの で あ
り、 間接 的 に こ の二 つ の 残 基 に は相 互 作 用 が あ る と考 え られ る。 つ ま り、C171G変
異 の 導 入 に よ り、GlnRSのN末、 そ の 中で も特 にE222Kが含 まれ る ジ ヌ ク レオ チ ド結
合 ドメ イ ンの コ ン フ ォメ ー シ ョンに変 化 が 起 こ る。 そ れ がD235N変異 の場 合 と同 じ
よ うに(位 置 が 近 い こ と もあ り)、 デ ィス ク リ ミネ ー タの認 識 や ア ンチ コ ドンの認
識 に影 響 を与 えて い るの で あ る。 そ の意 味 で この#1変異 株 は、D235N株とは反 対 の
方 向 か ら、 ジ ヌ ク レオ チ ド結 合 ドメ イ ンお よび グル タ ミ ン酸 活性 化 部位(GlnRSの中
央 部 分)と 、30A離 れ た ア ンチ コ ドン認 識 部位 お よび ア クセ プ ター ・ス テ ム結 合 部
位 の 機 能 的 な相 関 関係 の存 在 を、 証 明 して い る もの で あ る。 なお 、 活性 部位 か らそ
れ ぞ れ30A以 上 離 れ た ア ンチ コ ドンお よび ア クセ プ ター ・ス テ ム は 、tRNAGInのア イ
デ ン テ ィテ ィ とな っ て い る重 要 な部 分 で あ り、D235残基 がGlnRSの高 次構 造 を介 し
て そ の両 者 の機i能的 な相 関 を結 び つ け て い る様 子 を、Rogersらは"functional
communication"と表 現 してい る(41)。
今 回 の 実 験 結 果 は、GlnRSの活 性 部位(ア ミノ酸 活 性 化 部位)の 構 造 変 化 が ア ン
チ コ ドン認 識 部 位 お よび ア クセ プ ター ス テ ム結 合 部 位 の高 次 構 造 と直 接 的 に相 関
して い る とい う こ とを、 示 す こ と とな っ た 。 ア クセ プ ター ・ス テ ム識 別 能力 が厳 し
くな る(ミ ス チ ャ ー ジ ン グ しな くな る)と 、 ア ミノ酸 活 性 化 部 位 の構 造 変化(グ ル
タ ミンのKmが 下 が る)を 通 じて 、 ア ンチ コ ドン識 別 が よ り厳 し くな る(su+2を
チ ャー ジ しない)。 この こ とはRogersらの示 した 、 「ア クセ プ タ ー ・ス テ ム の認 識
が 甘 くな る と、D235Nを通 じて 、 ア ンチ コ ドン識 別 が よ り甘 くな る(tRNAGInucAを
チ ャ ー ジ 出 来 る)」 とい う結 果(41)を、 相 補 う現 象 で あ る。
この 二 つ の 変 異 体 の観 察 に お い て 、GlnRSによるtRNAGInのア クセ プ ター ・ス テ ム
,63.
認識特異性 とアンチコ ドン認識特異性は、正の相関関係 にある、 とい う結果が得 ら































































































































































神の両面 を含めあらゆる側面か ら研究者 としての態度を学ばせて頂 きました。心 よ
りお礼 申し上げます。また山岸秀夫先生 には、異なる視点からの貴重なア ドヴァイ
ス を多数頂 きました。あ りがとうございました。研究生活の初めにはHSP研究所の
中東憲治博士 と基礎生物学研究所の小峰由里子博士、大阪大学医学部の宮本一政博
士 に丁寧にご 指導いただ きました。山之内製薬の西村耕一博士、中外製薬の安東英
明氏には大変お世話 にな りました。感謝いたします。また、安達俊治氏にもこの場
を借 りてお礼 申 し上げます。
本研究の主要な部分であるGlnRSの精製 と生化学的解析は、米国Yale大学の
DieterS611教授 の もとで行われました。海外での研究の機会 を与えて下 さったS611教
授 にこの場をか りて感謝いた します。 またその際、生化学的方法 をご指導下 さいま
した、Kwang-WonHong博士 とMichaelIbba博士 を初めとする多 くの方々に感謝 を
申 し上げます。
京都大学生物物理学教室の分子生物学講座の皆 さんには、研究生活のあ らゆる面
にわたってお世話 にな りました。特 に同期の荒川央君 と中屋敷徹君か らは大変多 く
の刺激 を受けま した。また成田新一郎君、玉城礎野美さん、中野宏昭君には、本稿
に掲載 された全ての図表の作製において、大変お世話になってお ります。講座の皆
さんの支えな しには五年間の大学院生活 を無事に終えることは出来ませんで した。
あ りが とうございました。皆 さんが優れた研究者になられることをお祈 り申 し上げ
ます。
最後にな りましたが、結果的に複雑 に入 りくんで しまった本稿 を、辛抱強 く読み
通 して下 さった読者の方に、心より感謝いた します。あ りがとうございました。
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